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Mikrochemischer Nachweis der Flechtenstoffe. 

YIII. Mitteilung. 

Von Y. Asahina 

■■ Mmtmmvjm cäa ) 

Specieller Teil (Fortsetzung). 

Nachtrag zum Nachweis der Squamatsäure. 0 

Wirdeine Spur, der Squamatsäure unter dem Deckglas unter Zusatz von 
der Gr. A. An-Lösung erwärmt, so scheidet sich das Anilinsalz in Form von 

farblosen, rhomboedrischen, derben Pris¬ 
men (Fig. 81). In Gegenwart von der 
Usninsäure (z. B. Cladonia bellidiflora) 
wird die Bildung des sehr charakteristi¬ 
schen Anilinsalzes nicht gestört, indem 
die Usninsäure dabei klar aufgelöst wird. 
Kommt aber die Beeomyeessäure zugleich 
vor (z. B. Thamnolia subvermicularis ), so 
wird dessen Bildung gestört: dann muss 
man die Squamatsäure durch die Bildung 
des Kaliumsalzes nachweisen. 

VII. Nachweis der Flechtenstoffe, die mit aromatischen Basen 

(Anilin, o-Toluidin, Benzidin und Paraphenylendiamin) gelbe 
oder rote Kondensationsprodukte bilden. 

Von Y. Asahina und M. Mitixno. 

1. Thamnolsäure (CigiLeOn). 

Die Thamnolsäure ist schwerlöslich in meisten Lösungsmitteln : man ex- 

° Dieser Nachtrag ist vor dem „Versuchsbeispiel” (diese Journ. XIV., s. 44 
[1938]) zu setzen. Dort ist der Auslöschungswinkel des squamatsauren Pyridins 
als <p = ca 29° zu berichtigen. 
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Fig. 81 . 
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trahiert sie am besten mit heissem Aceton (unter Anwendung vom Büretten¬ 
röhrchen). Die alkoholische Lösung färbt sieh mit Eisenchlorid braunrot. Es 
gelingt nicht unter dem Deckglas durch Umlösen aus der G.E.-Lösung gut 
ausgebildete Krystalle zu gewinnen. 

Beim Betupfen mit der Paraphenylendiamin-Lösung färben sich die Thalli 
der thamnolsäurehaltigen Flechten genau 
so wie die der fumarprotocetrarsäure- 
haltigen orangerot bis rot. Alkalilauge 
erzeugt auf den ersteren tiefgelbe, nach 
einiger Zeit dunkelrot werdende Flecke, 
während sich dieFumarprotocetrarsäure 
mit Alkali bräunlich färbt. 

Wird eine Spur der Säure unter dem 
Deckglas mit der 10% igen Kalilauge 
versetzt, so löst sie sieh darin mit inten¬ 
siv gelber Farbe und bildet dann nach Fig. 82. 

etwa einem Tage j -förmig gekrümmte, blutrote Krystallnadeln(Fig. 82), wobei 
die umgebende Flüssigkeit auch rot gefärbt wird. 

Zur Erkennung der Thamnolsäure eignen sieh am besten die G.A. Anilin-, 
sowie die G.A. o-Toluidin-Lösung. Erwärmt man nämlich die Thamnolsäure 
unter Zusatz von der G. A. An.-Lösung, so färbt sie sich sofort tief gelb und 
wandelt sich unter lebhafter Kohlensäure-Entwicklung in geblischelten oder 
strahlig gruppierten Nadeln um. Dieses Produkt ist das Anil der Decarbo- 
thamnolsäure (PI. V, Fig. 1). Unter den gleichen Bedingungen bildet die 
Thamnolsäure mit der G.A. o-T-Lösung gelbe, strahlig gruppierte, haarfeine 
Trichiten (PI. V, Fig. 2). Weder durch die G.W. Py- noch durch die G. A. Q.- 
Lösung wmrde eine Krystallbildung erzielt. 

Versuchsbeispiel: Man extrahielt ein Stück Podetium von Ihamnolia ver- 
micularis oder Cladonia polydactyla oder Cladonia digitata mit heissem Ace¬ 
ton, lässt die Lösung auf dem Objekt-träger verdunsten und prüft mit dem 
eingetrockneten Extrakt die oben geschilderten Keaktionen. Zur Prüfung 
auf Thamnolsäure in Cladonia macilenta extrahielt man ein Paar Podetien 
zunächst mit heissem Benzol, trocknet die so behandelten Podetien und extra- 
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hielt dann die letzteren mit heissem Aceton. Man lässt das Benzol-Extrakt 
verdunsten und prüft mit dem Rückstand anf Ba,rbatinsäure:( = Coeeellsäure 
von Zopf). 2) 3 -Das ein getrocknete Aceton-Extrakt liefert mit der G, Ä. An.*- 
Lösung das charakteristische Anil der Deearbo-thainnolsäure. 


2. Baeomycessäure (CigHisOs).. 

Diese Sanre wurde in neuerer Zeit von Koller und Maas 3; in Baeomyces 
roseus Pees, aufgefunden. Dann haben Asahiha and Yasue 4) dieselbe in 
Thamnolia subvermicularis Y. Asahina .nachgewiesen. Die alkoholische Lö¬ 
sung färbt sich mit Eisenchlorid rotviolett. Die Baeomycessäure ist in mei¬ 
sten Lösungsmitteln schwer löslich. In Aceton ist sie aber gleich wie die Tham- 
nolsäure löslich. 



Fig. 3 3 


Fig. 85 

Mit der GL A. Anilin-Lösung bildet 
die reine Ba3omycessäure das in gelben, 
bootförmigen, dünnen Blättchen kry- 
stallisierendes Anil (Fig. 83); mit der 
G. A. o-Toluidin-Lösung bildet sie 
gelbe, haafeine Triehite, die oft igel¬ 
förmige Klumpen bilden. Mit der G.A.Q.-Lösung bildet sie hell gelbe, dünne 



2 > Diese Journal XII, 868 (1836); XIII, 865 (1837). 

3 ) Monatshefte f. chemie, 66. 57 (1935). 

Berichte d. deutsch, ehern, gesell. 70- 1496(1937).; diese Zeitschrift XIII., 317 
(1937). 
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Tafeln (Fig. 84; PI. V, Fig. 3), deren Bildung, im Gegensatz zu den Anilin-, 
sowie o-Toluidin-Verbindungen durch das Vorhandensein der Squamatsäure 
nicht gestört wird. Mit der G.W. Py.-Lösung bildet die Basomycessäure jenach 
den Aggregatszuständen verschieden geformtes Pyridinsalz. Die durch Fm- 
krystallisieren gereinigte, gröberen Krystalle bilden mit der G.W. Py-Lösung 
farblose, dünne Blättchen von gerader Auslöschung (Fig. 85). Dagegen bilden 
die fein körnigen (etwa durch Verdunsten des Aceton-Auszugs erhaltenen) 
Krystalle mit demselben Reagenz meistens strahlig oder baumförmig ange¬ 
ordnete Trichiten, daneben auch etwas viereckige Blättchen (PI. V, Fig. 4). 

Versuchsbeispiel; Das eingetroeknete Aceton-Extrakt der Bceomyces ro- 
seus giebt alle oben erwähnte Reaktionen. Dagegen verhält sieh das Ex¬ 
trakt von Thamnolia subvermicularis, welches ein Gemisch von ungefähr glei¬ 
chen Mengen Squämat- und Baeomyeessäure ist, gegen die hier gebrauchten 
Reagentien etwas anders. Auf Zusatz von derG.A. Anilin-Lösung werden 
weder die derbe Prismen von squamatsaurem Anilin noch die gelbe Blättchen 
von baeomycessaurem Anilin erhalten. Durch die G.W. Py .-Lösung werden 
die dünne Blättchen (gerade Auslöschung!) und dendritische Trichite von 
bffiomycessauren Pyridin erhalten. Erst durch die G. A.Q.-Lösung bildet die 
Baeomycessäure, namentlich beim Erwärmen, gelbe Blättchen von der Anilin- 
Verbindung, während die Squamatsäure farbloses, körniges Anil.'nsalz bildet. 
Zum endgültigen Nachweis der Squamatsäure in Thamnolia subvermicularis 
eignet sich am besten das Kaliumsalz, das man durch Zusatz von 10-20% iger 
Kaliumcarbonatlösung erhält. 

3. Salazinsäure (Ci 8 H l2 Oio). 

Die Salazinsäure bildet mit der carbonathaltigen Kalilauge (5%KOH+20 
% K2CO3) blutrote, x-förmig gebüschelte Nadeln. Wird eine Spur Salazin¬ 
säure mit der G.A. Anilin-Lösung versetzt, so scheidet sich das Dianil in Form 
von gelben Wärzchen, die aus rhombischen Blättchen zusammengesetzt sind 
(Fig. 86). Mit der G.A. o-Toluidin-LÖsung bildet die Salazinsäure, namentlich 
bei schwachem Erwärmen, gelbe, spindelförmige Blättchen von symmetrischer 
Auslöschung (Fig. 87 ; PI. V, Fig. 5). Mit der G.A.Q.-Lösung bildet die Sala¬ 
zinsäure gelbe, warzenförmige Drusen, die aus winzigen, rhombischen Täfel- 
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Fig. 86 



Fig. 87 


Fig. 88 

ehen bestehen (Fig. 88). 

Versuehsbeispiel: Man extrahiert 
Thallus-Schnitzel von Parmelia cetrata 
oder Parmelia saxatilis zunächst mit 
heissem Benzol (um Atranorin u.s.w. 


zu beseitigen) und dann mit heissem 85% igem Aceton. Die so erhaltenen, 
eingetrockneten Extrakte geben alle oben erwähnte Reaktionen. 


4. Stictinsäure (Cis Hu Og). 



Die Stictinsäure löst 
sich in Alkalilauge mit 
gelber Faibe, .wobei 
sich kein geformtes 
Salz ausscheidet. Beim 
Betupfen mit der G.A. 
Fig. 89 b Anilin-, sowie; mit der 
G.A. o-Toluidin-Lösung bildet die Stictin¬ 
säure unter dem Deckglas dünne, hell 
gelbe, sechsseitige. Tafeln von gerader 
Fig. 89 a Auslöschung (Fig. 89 a, b ; PI. V, Fig. 6). 

Auch in Gegenwart von der Nor stictinsäure wird die Bildung des Dianils 
nicht gestört. 
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Versuehsbeispiel: Die Stietinsäure extrahiert aus Lobaria pulmonariap 
sowie aus Stereocaulon- arten enthält in der Regel mehr oder weniger Norst¬ 
ictinsäure. Das ein getrocknete Aceton-Extrakt der genannten Flechten wird 
heim Versetzen mit Kalilauge grösstenteils mit gelber Farbe gelöst, hinter¬ 
lässt aber eine Spur gelbrote Nüdelchen (Norstictinsäure !). Beim Versetzen 
mit der Gr. A. An.- oder der G.A.o-T.-Lösung bemerkt man aber die sofortige 
Bildung der sechsseitigen Anile. Zum Nachweis der Stietinsäure in Farmelia 
pertusa extrahiert man die Thalli zunächst mit heissem Benzol (Entfernung 
vom Atranorin) und dann mit heissem Aceton. Das so erhaltene Aceton-Ex¬ 
trakt besteht hauptsächlich aus der norstictinsäurefreien Stietinsäure. 

5. Norstictinsäure ((VH« 0 9 ). 

Diese Säure wurde zuerst von Asahina u. Yanagita 6; in Lobaria pulmo- 
«amt-Exemplar aus Sachalin entdeckt. Später wurde sie in Farmelia aceta- 
bulum und Usnea japonica naehgewiesen. Zum schnellen Nachweis eignet 
sieh das Kaliumsalz, welches sieh auf Zusatz von der stark carbonathaltigen 
Kalilauge {5% KOH+10% K2CO3) oder Kaliumcarbonat allein in Form von 
geraden gelbroten Nadeln ausscheidet. Auch mit den organischen Basen bil¬ 
det die Norstinsäure charakteristische Kondensationsprodukte. 



Fig. 90 Fig. 91 


5) Diese Journal, XII., 567 (1936); Schindlek: Ber. d. deutsch. Bot. Gesell., UV/ 
240 (1936). 

6:) Berichte d. deutsch. Chem. Gesell., 67 799, (1934). 


— 27 - 


656 


ftHtfti 


ja m m % m ts 

Betupft man eine Spur Norstietinsäure unter dem Deckglas mit der G. 
A. Anilin-Lösung (ohne Erwärmen !), so entsteht sofort gelbe, warzenför¬ 
mige Krystalldrusen, die meistens aus rhombischen Blättchen bestehen. Man¬ 
chmal werden die letzteren an beiden Spitzen abgestutzt und dann bilden 
sechsseitigen Täfelchen. Mit der G.A. o-Toluidin-Lösung bildet die Norstictin- 
säure auch Kondensationsprodukt, welches sich, namentlich beim Erwärmen, 
in Form von hellgelben, sehr dünnen, viereckigen Tafeln ausscheidet. (Fig. 
90). , 

Mit der G.A.Q.-Lösung erwärmt bildet die Norstietinsäure hellgelbe, spin¬ 
delförmige, dünne Blättchen, die meistens zu warzigen Aggregaten vereinigt 
sind (Fig. 91). 

Versuchsbeispiel : Das eingetrocknete Aceton-Extrakt von Parmelia aceta- 
bulum oder von Gladonia sabcariosa giebt alle oben erwähnte Kristallbild¬ 
ungen. Bei der TJsnea japonica beseitigt man . zuerst durch Extrahieren mit 
Benzol oder Chloroform die Usninsäure, dann extrahiert mit Äther (unter 
Anwendung von Blirette-Köhrehen). Das Äther-Extrakt enthält hauptsäch¬ 
lich die Norstietinsäure, während die Salazinsäure noch im Thallus zurüek- 
bleibt und erst mit heissem Aceton extrahierbar ist. 

6. Psoromsäure (Cx 8 Hu 0 8 ). 

Die Psoromsäure lässt sich aus dem Flechfcen-Thallüs auf d:m Objekt¬ 
träger durch Zutropfen von kaltem Aceton bequem extrahieren. Die alkoho¬ 
lische Lösung färbt sieh mit Eisenchlorid weinrot. Durch Kalilauge wird die 
Psoromsäure nur hell gelb gelöst. Erwärmt man eine Spur der Säure unter 
dem Deckglas, mit der G.E.-Lösung, so scheiden sich beim Erkalten pinsel¬ 
förmig gebüschelte, feine Nadeln, die sich oft so gross ausbilden, dass man 
mit dem nackten Auge beobachten kann (Fig. 92). Mit der G.A. Anilin- 
Lösung bildet die Psoromsäure gelbe Körnchen, die sich weder durch Erwär¬ 
men noch bei längerem Stehen keine gut ausgebildete Krystalle geben. Mit 
der G.A. o-Toluidin-Lösung bildet sie gelbe, winzige gerade Stäbchen. (Fig. 
93). 

Versuchsbeispiel : Das Markgewebe der psoromsäurehaltigen Flechten 
(z. B. Alectoria sulcata, Gladonia alpicola u.a.) färben sich durch Parapheny- 

— 28 — 



Y. Asahina : Mikrochemischer Nachweis der Fiechtenstoffe (VIII) 657 



lendiamin- Lösung tief gelb. Dagegen durch Alkalilauge wird es nur hellgelb 
oder kaum gefärbt. Bei der Alectoria suleata entfernt man zunächst das At- 
ranorin mittels Benzols und extrahiert dann die Psoromsäure mit Aceton. 


Fig. 92 


7. Protocetrarsäure (Cis H M Os) und Fumarprotocetrarsäure (C 22 H 16 O 12 ). 


Diese beiden Säuren zeichnen sich durch die orangerote bis rote Färbung 
durch die Paraphenylendiaminlösung aus (PD-ßeaktion). Um die beiden von 
einander scharf zu unterscheiden kom¬ 
men zunächst die verschiedene Löslich¬ 
keit in Betracht. Man kann nämlich die 
Protocetrarsäure, wenn auch schwierig, 
doch durch die lang dauernde Extraktion 
mit Äther vom Flechtenthallus heraus- 
lsöen, während sich die Fumarprotocet- 
rarsäure erst mit heissem Aceton langsam 
extrahieren lässt. Beim Erhitzen auf ca 
300° liefert die Fumarprotocetrarsäure 
ein in Säulen kristallisiertes Sublimat 
von der Fumarsäure (Fig. 94). während dies bei der Protocetrarsäure nicht 
geschieht. 

Mit der G. A. Anilin-Lösung bildet die Fumarprotocetrarsäure lange, 
strahlig gruppierte, gelbe Nadeln (Fig. 95 a ); mit der G. A. o-Toluidin- 
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Fig. 95 a. Fig. 95 b. 


Lösung bildet sie zwar haarförmige Trichite, die aber leiebt löslich sind und 
allmählich schwinden. Dagegen bildet die Protoeeirarsäure mit der Cr. A. o- 
Toluidinlösung sofort winzige gelbe Splnerokrystalle. Einzelnes Körnchen 
ist kaum 17 p dick und zeigt unter Polarisationsmikroskop mit gekreuzten 
Nikolschen Prismen dunkles Kreuz (Fig. 95 b)- Mit der G.A. Anilinlösung 
bildet die Protocetrarsäure ähnliche Kry stallaggregate, die aber mehr stern¬ 
förmig erscheinen. 

- Versuchbeispiel: Zu raschem Extrahieren von Protoceträure aus den 
Flechten für den mikrochemischen Zweck eignet sich immer noch das Aceton. 
Man extrahiert das Thallus-Schnitzel von Bamalina farinacea (aus Europa) 
zunächst mit heissem Benzol. Die so von Usninsäure befreite Thalli werden 
mit heissem Aceton im Büretten-röhrehen extrahiert und der Auszug wird 
auf dem Objektträger verdunstet. Man kratzt den scharf getrockneten Rück¬ 
stand mit einem Messer, häuft zusammen, betupft mit einem Tropfen G- A. 
o-Toluidin-Lösung und bedeckt mit dem Deckglas. Sofort entsteht die gelben 
Sphaerokrystalle vom o-Toluidino-protoeetrarsäure. Bei der Pannelia cape- 
rata entfernt man zuerst die Caperatsäure und die Usninsäure durch Ex¬ 
traktion mit heissem Äther oder Benzol und extrahiert die zurückbleibende 
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Caprarsälire (= Protocetrarsäure) mit heissem Aceton. 

Zum Nachweis der Fumarprotoeetrarsäure in Cladonia furcata extrahiert 
man die Flechte mit heissem, wasserhaltigem Aceton (85%), lässt den Auszug 
auf dem Objektträger verdunsten und verfährt mit dem scharf getrockneten 
Rückstand wie oben bei Bamalina farinacea, wobei aber hiermit der Cr. A. 
Anilinlösung betupft werden muss. Es entsteht allmählich die strahrig grup¬ 
pierte, lange Nadeln vom Anil der Fumarprotoeetrarsäure. Beim Versuche 
mit der Cetraria islandica extrahiert man die letztere zunächst mit Äther 
und erschöpft dann die so von der Protoliehesterinsäure befreiten Thalli mit 
heissem 85% igem Aceton. Später verfährt man wie bei Cladonia furcata. 

(Fortsetzung folgt). 

Erklärung der Tafel Y. 

1. Anilin-Kondensationsprodukt der Deearbo-thamnolsäure. 2. o-Tolui- 
dinkondensationsprodukt der Deearbo-thamnolsäure. 3. Chinolinsalz der 
Bmomycessäure. 4. Pyridinsalz der Baeomycessäure. 5. O-Toluidin-kondensa- 
tionsprodukt der Salazinsäure. 6. o-Toluidin-kondensationsprodukt der 
Stietinsäure. 
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